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Uvod: Fosfor je bistven kemijski element za vse žive organizme, saj sestavlja ključne 
molekule za delovanje in življenje vseh živih bitij. Velikokrat je fosfor zanemarjen element 
kot limitirajoče se hranilo za rast in razmnoževanje bakterij. V pitni vodi je eden izmed virov 
fosforja lahko dodajanje kemičnih mehčal za preprečevanje nastajanja kotlovca. Dodani 
fosfati lahko predstavljajo hranilo bakterijam, ki so prisotne v pitni vodi ter s tem povzročijo 
povečanje števila ne le zdravju neškodljivih bakterij, temveč se lahko poveča tudi število 
patogenih bakterij. E. coli je ena izmed najpogosteje preverjanih bakterij v pitni vodi, saj 
njena prisotnost nakazuje na fekalno onesnaženje vode. Namen: Namen magistrske naloge 
je raziskati povezavo med dodajanjem različnih vrst fosfatnih pripravkov z različnimi 
koncentracijami ter njihov vpliv na razmnoževanje testne bakterije E. coli. Metode dela: 
Bakterije E. coli so bile izpostavljene različnim koncentracijam fosfatov. Odziv bakterij je 
bil spremljan v času 0, 24, 48 in 72 ur. Štetje porastlih bakterijskih kultur je bilo izvedeno 
na navadnem agarju po preteklih 48 urah inkubacije pri temperaturi 36 °C. Vse analize so 
bile izvedene v dveh paralelkah s tremi ponovitvami. Rezultati: Rezultati raziskave kažejo 
na verjetno povezavo med dodanimi fosfatnimi pripravki in pospešenim razmnoževanjem 
bakterij E. coli vendar okviru magistrske naloge te povezave nismo statistično potrdili. 
Bakterije se najbolje odzovejo na višjo koncentracijo natrijevega fosfata(V). Tudi ob 
dodatku komercialnega pripravka za mehčanje vode se bakterije bolje razmnožujejo ob 
prisotnosti le tega. Razprava in zaključek: Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko 
zaključimo, da ima dodajanje fosfatov verjetno vpliv na razmnoževanje bakterije E. coli. 
Poudariti moramo, da je raziskava potekala v kontroliranih laboratorijskih pogojih, kjer so 
izključeni dejavniki iz realnega okolja (pH, temperatura, prisotnost drugih bakterijskih vrst 
ipd.), ki bi lahko vplivali na razmnoževanje bakterij. Za nadaljnje razumevanje vpliva 
fosfatov na razmnoževanje bakterije E. coli je smiselno raziskavo ponoviti na večjem številu 
vzorcev in ne le pod laboratorijskimi pogoji, temveč tudi v simuliranem okolju vodovodnega 
sistema. 
Ključne besede: Escherichia coli, fosfati, fosfor, razmnoževanje bakterij, anorganska 






Introduction: Phosphorus is an essential chemical element for all living organisms because 
it is the key molecule for the functioning and life of all living things. Phosphorus is often a 
neglected element as a limiting nutrient for bacterial growth and reproduction. In drinking 
water, one of the sources of phosphorus might be an addition of plasticizers to prevent boiler 
formation of lime stone. This can be a nutrient to the bacteria which are present in drinking 
water, leading to an increase in the number of not only harmless bacteria but also an increase 
in the number of pathogenic bacteria, including Escherichia coli strains. It is one of the most 
commonly reported bacteria in drinking water since its presence indicates fecal 
contamination of water. Purpose: The aim of the master's thesis is to investigate the positive 
relationship between addition of different types of phosphate preparations at different 
concentrations and their effect on the reproduction of the E. coli test bacterium. Methods: 
E. coli bacterial culture were exposed to various concentrations of phosphorus and their 
reaction of was followed at 0, 24, 48 and 72 hours. Growth of bacterial culture was done on 
ordinary agar after 48 hours at temperature of 36 °C. All analyzes were performed in parallel 
duplicates and repeated three times. Results: The results of our research indicate a probable 
correlation between the addition of different concentrations of different phosphate 
preparations and regrowth of bacteria E. coli, but this correlation was not statistically proven 
in our study. Bacteria responded the best to the higher concentrations of sodium 
phosphate(V). With the addition of a commercial water softener bacteria also multiplied 
better in the presence of it. Discussion and conclusion: Based on the obtained results, we 
can conclude that the addition of phosphorus probably have significant affect on the 
reproduction of bacteria E. coli. It should be emphasized that the experiment was conducted 
in controlled laboratory circumstances, which excluded factors from the real environment 
(pH, temperature, presence of other bacterial species, surface materials, flow rate, etc.) that 
could have possibly affected reproduction of bacteria. For further undernstanding the 
influence of phosphates on the reproducition of E. coli the research can be repeated on a 
larger scale of samples and not only in laboratory conditions but also in simulated 
enviroment of water supply system. 
Keywords: Escherichia coli, phosphates, phosphorus, bacterial regrowth, inorganic 
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Tabela 1: Prikaz dejanskih koncentracij fosfatnih pripravkov, uporabljenih na bakteriji E. 





SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC IN OKRAJŠAV 
ADP adenozin difosfat 
AMP adenozin monofosfat 
AOC dostopni organski ogljik (angl. assimilabe organic carbon) 
ATP adenozin trifosfat 
DNK deoksiribonukleinska kislina 
E. coli Escherichia coli 
MAP mikroorganizmom dostopen fosfor (angl. microbially available 
phosphorus) 
NADP nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NIJZ Nacionalni inštitut za javno zdravje 
RNK ribonukleinska kislina 





Fosfor je kemijski element, ki je bistven za vse žive organizme, saj sestavlja molekulo DNK, 
RNK, je sestavni del proteinov, energijsko bogatih molekul ATP in NADP ter polisaharidov 
(Cini, Ball, 2014). Mnogi organizmi kopičijo presežek anorganskega fosforja v obliki 
polifosfata. Biološko sintetiziran polifosfat je linearni polimer, ki ima lahko dolgo kemijsko 
verigo iz več kot 1000 monomernih enot. Polifosfati služijo kot vir fosforja za biosintezo 
nukleinskih kislin in fosfolipidov v stanju stradanja (Hirota et al., 2010). Problem, ki jih 
fosfor oziroma polifosfati predstavljajo v vodnem okolju, je, da lahko predstavljajo dodaten 
vir hranil. Razpoložljivost fosforja v vodnem okolju se je večkrat zanemarila kot esencialni 
vir, ki omogoča rast in razvoj bakterij. Pri oceni prehranske vrednosti vodnega okolja se je 
v preteklosti večinoma za primarni vir energije upošteval le organsko razpoložljivi ogljik, ki 
je še zmeraj ključni dejavnik za uravnavanje mikrobne populacije. Poleg tega pa so 
pomembni tudi ostali mikro in makro nutrienti, med drugim tudi fosfor (Miettinen et al., 
1997). Eden izmed virov fosfatov v pitni vodi v vodovodnem sistemu je lahko tudi proces 
kemičnega mehčanja pitne vode. Prvotni namen omenjenega procesa je preprečevanje 
nastajanje kotlovca (Jereb et al., 2017), vendar lahko takšen proces povzroči tudi 
razmnoževanje bakterij v vodi (Lethola et al., 2001; Oder, 2015; Oder, Godič Torkar, 2018; 
Jereb, 2019). Ena izmed bakterij, ki je lahko v vodnem okolju, je tudi Escherichia coli (E. 
coli), za katero so Juhna in sodelavci (2007) ugotavljali, kakšen učinek ima dodajanje 
fosforja na razmnoževanje. Ugotovljeno je bilo, da vir fosforja oziroma mikrobiološko 
dostopnega fosforja (MAP (angl. microbially available phosphorus) v vodnem okolju 
pozitivno vpliva na rast E. coli (Juhna et al., 2007). Podoben vpliv je bil potrjen tudi za 
heterotrofne bakterije (Polanska et al., 2005). V svoji raziskavi smo preverili in vitro učinek 
dodajanja različnih virov fosfata na razmnoževanje bakterije E. coli. S pridobljenimi 
rezultati lahko predvidimo vpliv dodanega fosforja oziroma fosfatov v pitni vodi na rast in 
razmnoževanje E. coli tudi v vodovodnih sistemih.  
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1.1 Anorganski polifosfati 
Anorganski polifosfati so polimeri, ki vsebujejo od nekaj do sto ali celo več ortofosfatnih 
monomernih enot, ki so med seboj povezane z energijsko bogatimi fosfoanhidridnimi vezmi. 
Imenujejo se tudi heksametafosfati s splošno formulo Me( n +2)PnO(3 n + 1) (Slika 1), kjer Me 
predstavlja enovalenten kovinski kation (Weiner et al., 2001; Kulakovskaya et al., 2012). 
Anioni so sestavljeni iz verig, v katerih je vsak fosforni atom povezan s sosednjim fosforjem 
preko dveh atomov kisika. Stopnja polimerizacije ima lahko vrednost od 2 pa vse do 106 
(Kulakovskaya et al., 2012).  
 
Slika 1: Struktura linearnega polifosfata (Kulakovskaya et al., 2012). 
 
Anorganski polifosfati imajo v organizmih različne naloge, med katere sodijo: skladiščenje 
energije v obliki molekule ATP, nastanek membranskih kanalov, oblikovanje in delovanje 
celičnih ovojnic, nadzor genov, regulacija encimskih aktivnosti in stresni odziv. Sodelujejo 
tudi pri razvoju kostnega tkiva in koagulaciji krvi (Weiner et al., 2001; Kulakovskaya et al., 
2012). Najpomembnejša je molekula ATP oziroma adenozin trifosfat, ki je sestavljena iz 
treh delov, in sicer iz dušika in njegove baze adenozina, ene molekule sladkorja riboze in 
med seboj povezanih treh fosfatnih ostankov fosforne kisline. Je energijsko bogata molekula 
in ima ključno vlogo v procesih pretvarjanja energije. Sodeluje pri prenosu energije v 
metaboličnih procesih ali pa ima vlogo shranjevanja sproščene energije, saj se s pomočjo 
encimov in dovedene energije lahko sintetizira iz AMP (adenozin monofosfoat) ali iz ADP 
(adenozin difosfat) in fosforne kisline. Pri njeni hidrolizi in razcepu molekule se sprosti 
energija. ATP nastaja v različnih procesih v celici (fotosinteza, glikoliza, dihanje, vrenje). 
Skladiščenje molekule ATP ni časovno pogojeno, temveč je pogojeno s količino shranjene 
molekule v celičnih organelih, kjer je vse do njegove porabe v različnih procesih. 
Fosforilacija je ključni proces, kjer poteče reakcija oziroma prenos fosfornih skupin v 
organsko molekulo, pri tem pa nastanejo nove estrske, anhidridne ali amidne vezi, ki 
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omogočajo aktivacijo številnih metabolitov in uravnavanje aktivnosti encimov ter drugih 
proteinov. Večina molekul ATP (Slika 2) v celicah nastaja v mitohondrijih, porablja pa se 
tam, kjer je potrebna energija, na primer v mišicah, živcih, žleznih celicah ipd. (Kolar et al., 
1988).  
 
Slika 2: Skeletni prikaz molekule ATP (povzeto po: Petrescu, Petrescu, 2019).  
 
Polifosfate v grobem delimo v tri skupine, in sicer ciklično kondenzirane polifosfate, 
linearno kondenzirane polifosfate in navzkrižno kondenzirane polifosfate oziroma razvejane 
anorganske polifosfate, imenovane tudi »ultra fosfati« (Cini, Ball, 2014). Glede na vezavo 
kationov poznamo štiri glavne skupine, ki tvorijo z orto in kondenziranimi fosfatnimi ioni 
soli. To so monovalentni kationi (natrij, kalij, vodik), dvovalentni kationi (kalcij, magnezij), 
amonij in aluminij (Weiner et al., 2001). Raztopine polifosfatov so izjemno stabilne pri 
nevtralnem pH in temperaturi, manjši od 25 °C. Naraščajoča temperatura in nižanje 
vrednosti pH negativno vplivata na stabilnost polifosfatov. Polifosfati se pogosto uporabljajo 
kot reagenti pri čiščenju vode, gnojilih, uporabljajo se kot zaviralci gorenja in tudi kot aditivi 
za živila (Weiner et al., 2001; Kulakovskaya et al., 2012). 
Anorganski fosfati se uporabljajo tudi v industriji in kmetijstvu. Razlogi za uporabo fosfatov 
v omenjenih panogah so naslednji: so cenovno dostopni, so negativno nabiti polimeri, ki 
lahko tovorijo komplekse z različnimi kovinskimi kationi, sposobni so se povezati in 
zadrževati velike količine vode, so večinoma netoksični in so biorazgradljivi. V kmetijstvu 
se polifosfati uporabljajo predvsem kot umetna gnojila, največkrat se za to uporablja 
amonijev polifosfat. Spojina vsebuje 34 % fosfata in 10 % dušika in je anorganska sol, ki se 
uporablja ne le kot gnojilo za kmetijske površine, ampak tudi kot hranilo v vodnih 
ekosistemih za gojenje rib. Pripravki iz amonijevega polifosfata so navadno mešanice orto 
in polifosfatnih spojin. Omenjen polifosfat se uporablja tudi kot zaviralec gorenja 
(Kulakovskaya et al., 2012).  
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Različni anorganski polifosfati se uporabljajo tudi v živilih, in sicer večinoma kot aditivi. 
Kot aditivi se uporabljajo natrijev polifosfat, kalijev polifosfat, kalcijev polifosfat in 
amonijev polifosfat. Njihova vloga v živilih je ta, da zadržujejo vodo in hkrati delujejo 
antibakterijsko, zato jih najpogosteje uporabljamo pri mesu in mesnih izdelkih 
(Kulakovskaya et al., 2012). Polifosfatni aditivi so najpogosteje v beljakovinsko bogatih 
živilih, v mesu in mesnih izdelkih, najdemo jih tudi v mleku in mlečnih izdelkih ter nekaterih 
rastlinskih živilih (Ritz et al., 2012; Pravst, 2011). Namen dodajana polifosfatnih aditivov je 
ta, da podaljšujejo rok uporabnosti ter hkrati vzdržujejo optimalno vrednost pH živila. 
Mesnim izdelkom dajejo tudi barvo ter bolj svež videz (Kulakovskaya et al., 2012).  
Fosfor je v človeškem telesu pomemben predvsem za mineralizacijo kosti in zob (tukaj je 
večino fosforja, in sicer 85 %), sodeluje pri shranjevanju energije, vzdrževanju kislinsko 
baznega ravnovesja v telesu ter sodeluje tudi pri metabolizmu. Pomanjkanje fosforja je zelo 
redko v človeškem telesu. Prekomerne količine zaužitega fosforja s hrano pa so lahko 
škodljive predvsem zato, ker lahko fosfor zavira absorpcijo drugih mineralov, predvsem 
kalcija (Ritz et al., 2012; Pravst, 2011). Omeniti je treba, da se večina fosforja zaužije prav 
zaradi uporabe aditivov, ki se zaradi svoje anorganske oblike precej lažje absorbirajo v 
prebavnem traktu kot fosfor, ki je organsko vezan na različne komponente (Ritz et al., 2012; 
Pravst, 2011).  
Povečana vsebnost fosforja v telesu lahko predstavlja tveganje za zdravje, ki se kaže kot 
kronična hiperfosfatemija žilnih sten ter drugih mehkih tkiv, bolezni ledvic, kosti, motnje 
delovanja obščitnice ter poslabšanje kroničnega vnetja prebavil in povišanje kroničnega 
stresa (Ritz et al., 2012; Pravst 2011). Da do naštetih zdravstvenih zapletov ne bi prišlo, se 
priporoča pestra in uravnotežena prehrana, ki naj ne vsebuje procesiranih živil in 
priporočajo, da se k prehrani doda več zelenjave in prehranskih vlaknin (Nacionalni portal o 
hrani in prehrani, 2016).   
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1.2 Kroženje fosforja v okolju 
Večina fosforja v biosferi je v obliki fosfatov, kot so soli ali estri fosforjeve kisline (H3PO4). 
Soli fosforjeve kisline s kovinami so slabo topne v vodi, zato je večina fosforja vezana v 
kamninah ali pa je v tleh v obliki sedimenta. Velja, da je prav zaradi tega fosfor relativno 
enakomerno porazdeljen po svetu, obstajajo pa seveda izjeme, kjer se je v zemeljski plasti v 
preteklosti nakopičila obsežnejša količina fosforja v obliki naravne zaloge fosforja oziroma 
minerala apatita (Kolar et al., 1988).  
Kroženje fosforja v biosferi poteka predvsem s pomočjo rastlin, saj le-te sprejemajo fosfor 
iz tal v obliki fosfatnih ionov (PO4
-3) oziroma fosfatnih ostankov. Fosfati so v vodi slabo 
topni, prav tako njihovi ioni, kar pomeni, da rastline ne pridobijo fosforja, kadar ni v dostopni 
obliki. Dostopnost fosforja rastlinam je odvisna tudi od pH tal in od prisotnosti železovih in 
aluminijevih ionov, saj ti lahko vežejo fosfor in ga s tem preoblikujejo v rastlinam 
nedostopno oziroma zelo slabo dostopno obliko. Ko rastlina oziroma njeni rastlinski deli 
odmrejo, se organska oblika fosforja povrne nazaj v zemljo, kjer jo razgradijo bakterije ali 
glive. Pri tem se organsko vezan fosfor vgradi v celično snov mikroorganizmov, del pa se 
ga sprosti v okolje. Fosfor, vgrajen v dele rastlin, je vir fosforja za rastlinojede živali 
(herbivore), ki na ta način fosfor po metabolnih poteh vgradijo v živalski organizem, del pa 
je izločen z iztrebki (Kolar et al., 1988). Fosfor pa ni le v prsti in vodi, temveč je lahko tudi 
v atmosferi v različnih aerosolih. Največ se ga sprosti v atmosfero z vulkanskimi izbruhi ali 
v primeru peščenih viharjev. S časom se prašni delci posedajo na zemeljsko površje ali v 
vodna telesa in na ta način v tla ali vodno okolje zanesejo tudi del fosfatov. Z erozijo se 
posedajoči delci lahko prenesejo v vodne tokove. Fosfor se v vodi lahko raztopi in postane 
dostopen za vodne (mikro)organizme, lahko pa se odloži skupaj z erodiranimi delci v prst 
oziroma sediment. Vračanje fosforja v biosfero je najpogosteje s preperevanjem kamnin z 













Slika 3: Prikaz kroženja fosforja v biosferi (povzeto po: Kolar et al., 1988). 
 
1.3 Mikrobiološko razpoložljiv fosfor v vodovodnem sistemu 
Distribucijski sistemi za pitno vodo so zapleteni sistemi, v katerih je zagotavljanje 
mikrobiološke kakovosti vode velik izziv (Batte et al., 2003). Pitna voda spada v kategorijo 
živil, zato se morata zanjo doseči sprejemljiva varnost in tudi kakovost. Tako varnost kot 
tudi kakovost sta se z razvijajočo se tehnologijo in tehniko močno izboljšali, saj so se številni 
postopki predelave, priprave in konzerviranja razvili v smer zagotavljana obojega. Vsi novi 
preverjeni in validirani postopki zagotavljanja kakovosti in varnosti pitne vode pa so se 
sčasoma integrirali tudi v obstoječo zakonodajo (Jereb et al., 2007). Slovenska zakonodaja 
opredeljuje zdravstveno ustrezno pitno vodo kot ustrezno, kadar le-ta ne vsebuje 
mikroorganizmov, parazitov in njihovih razvojnih oblik v številu, ki lahko predstavlja 
nevarnost za zdravje ljudi. Prav tako ne sme vsebovati snovi v koncentracijah, ki same ali 
skupaj z drugimi snovmi lahko predstavljajo nevarnost za zdravje ljudi ter mora biti skladna 
z zahtevami, ki so določene v prilogah Pravilnika o pitni vodi (2004). Pitna voda je voda v 
njenem prvotnem stanju ali po pripravi namenjena pitju, kuhanju, pripravi hrane ali za druge 
gospodinjske namene, ne glede na njeno poreklo in ne glede na to, ali se dobavlja iz 
vodovodnega sistema za oskrbo s pitno vodo, cistern ali kot predpakirana voda (Pravilnik, 
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2004). Čeprav so danes razvite različne tehnologije za zagotavljanje zdravstvene ustreznosti 
pitne vode, je treba mikrobiološko varnost pitne vode še naprej razvijati in spremljati, 
predvsem zato, ker so vodni viri povezni s kmetijskimi in industrijskimi površinami, ker se 
distribucijski sistemi starajo in s tem tudi poslabšujejo in pospešujejo nastajanje biofilma, 
izluževanja kovin ipd. (Ford, 1999).  
V vodovodnih sistemih so bakterije prosto plavajoče ali v biofilmih in lahko predstavljajo 
dejavnik tveganja za zdravje ljudi (Batte et al., 2003). Na tvorbo biofilma v vodovodnem 
sistemu vplivajo različni dejavniki, kot so prisotnost hranil, prisotnost dezinfekcijskih 
sredstev, turbulentni ali laminarni tok vode in material cevi (Lethola et al., 2004a). Fosfati 
so v vodovodnem sistemu v ortofosfatni ali polifosfati obliki. Dodajajo se z namenom, da se 
prepreči korozivni učinek vode na materiale cevi in za preprečevanje nastajanja kotlovca na 
stenah cevi in naprav. Fosfor, poleg ogljika in dušika, v distribucijskem sistemu predstavlja 
ključni vir hranil za vodne mikroorganizme. V vodovodni sistem se dodajajo različne 
koncentracije fosfata, od 1 mg/L pa vse do 5 mg/L ali celo tudi več (Batte et al., 2003). 
Takšne vrednosti lahko vplivajo na fiziologijo bakterij v smislu, da se izboljša shranjevanje 
fosforja, saj se le-ta s transportom v citosol vgradi v biomolekule, kot so DNK, fosfolipidi, 
ATP ipd., s tem pa se poveča tvorba biofilma, poveča se odpornost mikroorganizmov proti 
dezinfekcijskim sredstvom itd. Zelo pomembno je tudi razmerje med razpoložljivim 
ogljikom, dušikom in fosforjem v vodi, saj je poleg privzemanja nutrientov za rast bakterij 
to razmerje pomembno tudi za kakovost vode (Batte et al., 2003). Nutrient, ki je prisoten v 
najmanjši količini, določa, kdaj se bo razmnoževanje mikroorganizmov ustavilo. Gre za tako 
imenovan Liebigov zakon minimuma oziroma pravilo minimuma, ki linearno povezuje 
koncentracijo hranila z rastjo organizmov. To pomeni, da če je določenega hranila v okolju 
premalo (na primer ogljika) in se hkrati poveča koncentracija drugega hranila (na primer 
fosforja), se razmnoževanje oziroma rast organizma ne bo spremenila (Jørgensen, 2008). Za 
lažjo predstavo in razumevanje Liebigovega zakona minimuma si lahko predstavljamo sod, 
v katerega nalivamo vodo. Nivo vode se bo ustavil tam, kjer je najnižja doga soda (Slika 4) 
(Cherif, 2012).  
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Slika 4: Shematski prikaz Liebigovega zakona minimuma (povzeto po: Cherif, 2012). 
 
Podobno navajajo Park in sodelavci (2008), ki so z dodajanjem ortofosfatov v simulacijski 
vodovodni sistem ugotovili, da voda z nizko koncentracijo organskega ogljika ni vplivala na 
rast bakterij, medtem ko so v drugem primeru dodali ortofosfat v vodo z visoko 
koncentracijo organskega ogljika in dokazali povečano rast bakterij (Park et al., 2008).  
Polifosfati so lahko v pitni vodi kot skriti vir fosforja, kadar se pitna voda v objektih kemično 
mehča s fosfati. Primarna funkcija mehčanja vode je zaščita vodovodne infrastrukture pred 
nastankom vodnega kamna bodisi v ceveh bodisi v toplotnih izmenjevalnikih, grelnikih vode 
ali pipah. Mehčanje vode uporabljajo predvsem tam, kjer je vir pitne vode obremenjen s 
karbonatnimi ioni, ki se odraža z nastajanjem kotlovca na vodovodnih sistemih oziroma 
gospodinjskih in drugih aparatih. Običajno pitno vodo mehčajo v velikih stanovanjskih 
zgradbah in javnih zgradbah, med katere sodijo vrtci, šole in bolnišnice. Koncentracije 
fosfatov v pitni vodi se razlikujejo, saj so le-te odvisne od načina dodajanja fosfatov za 
mehčanje vode in pogostosti ter načina preverjanja koncentracij v posameznih stavbah (Jereb 
et al., 2017). 
Polifosfati in drugi zaviralci korozije, med katere sodijo tudi ortofosfati, ustvarijo zaščitno 
plast na stenah cevi, ki zavirajo elektrokemijske procese, ki vodijo do procesa korozije. Za 
tvorbo zaščitne plasti je zadostna koncentracija 1 mg P/L v obliko ortofosfata. Seveda pa je 
učinkovitost plasti odvisna od dejavnikov, kot sta na primer pH vode in količina 
raztopljenega anorganskega ogljika v vodi. Ko se v vodovodnem sistemu dosežejo 
enakomerne koncentracije fosforja, se odmerjanje le-tega bistveno zmanjša, in sicer tudi do 
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0,35 mg P/L. Takšna doza je efektivna za ohranjanje zaščitne plasti na stenah vodovodnih 
cevi ter za preprečevanje korozije. Poleg tega, da se s tem preprečuje izluževanje kovin, 
predvsem železa in svinca, se zadržuje tudi kalcij v topni obliki in s tem prepreči čezmerno 
kopičenje kalcijevega karbonata na stenah cevi (Cantor et al., 2000).  
Da se doseže mikrobiološko neoporečna pitna voda, dandanes uporabljamo različne 
preventivne ukrepe, med katerimi je najpogostejši ukrep dezinfekcija vode s klorom. Vendar 
pa to ni vedno najbolj optimalen način, saj kloriranje vode s seboj prinese neprijeten okus, 
vonj vode ter hkrati reakcijo klora z organskimi snovmi, katerih stranski produkti so 
kancerogeni (Jiang et al., 2011). Čeprav je to najpogostejši ukrep za zagotavljanje 
mikrobiološke ustreznosti pitne vode, se lahko to doseže tudi z odstranitvijo nutrientov, ki 
so v vodi in so potrebni za rast mikroorganizmov. Kot je bilo omenjeno, so v preteklosti 
večkrat kot limitirajoči nutrient šteli ogljik, vendar so Lehtola s sodelavci (2002) v svoji 
raziskavi ugotovili, da ni vedno tako. V raziskavi omenjajo, da obstajajo območja oziroma 
viri pitne vode, kjer je rast mikroorganizmov omejena s prisotnostjo fosforja. Poudarjajo, da 
tudi način priprave surove vode (površinske vode) z različnimi tehnologijami (filtracija, 
ozonacija, regulacija pH, uporaba aktivnega oglja ipd.) vpliva na razmerje med nutrienti od 
predelave pa vse do distribuiranja vode v vodovodni sistem. Kot razlog, zakaj v pitni vodi 
prihaja do zmanjšanja količine fosforja, navajajo, da gre za učinkovito odstranjevanje 
fosforja s kemijsko precipitacijo oziroma z obarjanjem (Lethola et al., 2004a). Podobno v 
svoji raziskavi navajajo tudi Polanska s sodelavci (2005), kjer omenijo kemično obarjanje 
fosforja v obliki železovih ali aluminijevih fosfatnih spojin (netopna spojina). Zaradi 
obarjanja fosfatov z železom ima tako prečiščena pitna voda majhno vsebnost MAP (Lethola 
et al., 2004a). 
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1.4 Mikrobiološko razpoložljiv fosfor v površinskih vodah 
Fosfor je v površinskih vodah običajno v dveh oblikah, in sicer v raztopljeni obliki ali v 
delcih, kjer je pripet na ostale dispergirane delce. Ortofosfat je primarna oblika raztopljenega 
fosforja in je predvsem na voljo kot hranilni nutrient algam in vodnim rastlinam. Pomemben 
je tudi fosfor v obliki delcev, saj lahko ta spreminja obliko in se pretvori v topno obliko, 
katera je nato ponovno na voljo organizmom. Prav zaradi te značilnosti prehoda fosforja 
(oziroma fosfatov) iz trdne v topno obliko se v vodnih okoljih vsebnost fosfatov podaja kot 
skupna količina fosforja, torej tako raztopljenega kot neraztopljenega. Takšno navajanje 
količine fosforja v površinskih vodah izhaja iz tega, ker lahko vodni organizmi 
(mikroorganizmi, alge, vodne rastline) uporabljajo fosfor kot hranilo v obeh omenjenih 
oblikah (MPCA, 2007).   
Fosfor v površinske vode najpogosteje zaide zaradi erozije tal, ki vsebujejo fosfor, ali pa z 
odlaganjem prašnih delcev z ozračja v vodna telesa. Iz naravnih, neobdelanih tal fosfor ne 
more prehajati v vodo, saj je v vezani obliki, ki je navadno netopna v vodi. Fosfati iz 
organskih ostankov se navadno posedajo kot sedimenti v obliki železovega (III) fosfata 




1.5 Razmnoževanje mikroorganizmov ob povečani koncentraciji 
fosforja v vodi 
Miettinen in sodelavci (1997) so opravili raziskavo, kako vpliva prisotnost fosforja v vodnih 
virih na razmnoževanje bakterij. Ugotovili so, da je razmnoževanje bakterij v pitni vodi 
odvisno ne le od prisotnega organskega ogljika, temveč tudi od razpoložljivosti fosforja. V 
študiji so uporabili različne koncentracije Na2HPO4, od 0 do 10 µg P/L. Testirali so različne 
vrste vodnih virov, in sicer površinsko vodo, podzemno vodo, vodo iz črpališča in vodo iz 
distribucijskega sistema. Dodajanje fosforja je v njihovem primeru vplivalo na rast 
heterotrofnih bakterij v vseh odvzetih vzorcih. Koncentracija, ki je že vplivala na 
razmnoževanje bakterij, je bila 1 µg P/L. Tudi Lethola in sodelavci (2002) so dokazali 
povezavo med MAP in rastjo bakterij. V vzorcih, odvzetih v Evropi in Severni Ameriki, je 
bilo ugotovljeno, da je mikrobna rast največkrat omejena z organskim ogljikom – AOC 
(angl. assimilabe organic carbon). V nekaterih regijah pa so ugotovili, da ni limitirajoči 
element le ogljik, ampak tudi fosfor. Zlasti to velja za vzorce vode, ki so jih vzorčili in 
odvzeli na Finskem in Japonskem, kjer že majhna sprememba v koncentraciji fosforja močno 
poveča število mikroorganizmov. Na Finskem in Japonskem so v vzorcih vode, poleg vpliva 
koncentracije fosforja, tudi preučili, kako različne tehnike čiščenja surove vode vplivajo na 
koncentracijo AOC in MAP po obdelavi. Ugotovili so, da ozonacija pozitivno vpliva na rast 
mikrobov, saj poveča vsebnost mikrobiološko dosegljivega ogljika, ki nastane pri reakciji 
ozona z organskim ogljikom. Hkrati se ob takšni obdelavi pitne vode poveča tudi vsebnost 
MAP zaradi sproščanja fosforja iz organskih komponent. Pri preskusih in vitro, kjer so 
uporabili vir vode z omejeno količino fosforja, so po dodatku fosforja ugotovili povečano 
gostoto bakterij v biofilmu (Lethola et al., 2004b).  
Appenzeller in sodelavci (2001) so v svoji raziskavi poskušali najti povezavo med 
dodajanjem različnih koncentracij ortofosfata (PO4) v pitno vodo in rastjo bakterij. Preskus 
so opravljali v pilotni napravi, kjer so želeli ustvariti pogoje, ki so podobni pogojem v 
vodovodnem omrežju z dodajanjem različnih koncentracij fosforja kot opazovano 
spremenljivko. S to študijo niso dokazali pozitivne povezave med koncentracijo dodanega 
fosforja in rastjo bakterij, vendar niso bili upoštevani dejavniki, ki bi lahko vplivali na rast 
bakterij, kot je na primer prisotnost dezinfekcijskih sredstev. Kadar je prisotna dovolj velika 
količina hranil, lahko tudi prisotnost klora (kot dezinfekcijsko sredstvo) vpliva na 
razmnoževanje bakterij v vodnem okolju (Morton et al., 2005). Tudi v študiji, ki jo je opravil 
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Park in sodelavci (2008) so prišli do zaključka, da dodatek ortofosfata kot sredstvo za 
preprečevanje korozije cevi ni vplival na število mikroorganizmov ali na tvorbo biofilma. 
1.6 Razmnoževanje mikroorganizmov ob povečani koncentraciji 
fosforja v prsti 
Rast mikroorganizmov ob prisotnosti povečane količine fosforja pa ni zaznana le v vodnem 
okolju, temveč tudi v prsti, kjer je fosfor najpogosteje v organski obliki. V zadnjem desetletju 
se v kmetijstvu uporabljajo gnojila predvsem na osnovi fosforjevih spojin (enojni superfosfat 
ali SSP, granulirani superfosfat, trojni superfosfat, amonijev polifosfat …), kar povzroči 
zadrževanje fosforja v prsti v netopni obliki, ki je rastline ne morejo asimilirati in uporabiti 
za svojo rast. Da bi se to omogočilo, so v substratu na voljo mikrobi, ki pretvorijo fosfor v 
obliko, ki je razpoložljiva rastlinam, torej v anorgansko obliko. Zato je razvitih več 
tehnologij za solubilizacijo fosforjevih spojin, ki jih je mogoče opisati kot procese, ki fosfor 
pretvorijo v biološko dostopne oblike, ki nastanejo preko različnih kemijskih reakcij in 
bioloških interakcij (Saeid, 2018).  
Mikrobna mineralizacija organske snovi je bistvenega pomena za kroženje hranil v tleh, saj 
je sestavni del fosforjevega cikla v tleh. Razumevanje mikrobnega prispevka k prehrani 
rastlin s fosforjem in možnostjo za manipulacije s specifičnimi mikroorganizmi za povečanje 
razpoložljivosti fosforja v tleh so zato že vrsto desetletij zelo zanimive. To zanimanje izhaja 
predvsem zaradi pomanjkanja razpoložljivega fosforja v dostopni obliki rastlinam v tleh. 
Uporaba mikroorganizmov, ki večinoma netopne fosforjeve spojine v tleh pretvorijo v topno 
obliko, je postala zelo pomemben del za razvoj trajnostnega kmetijstva (Richardson, 
Simpson, 2011). Problematika, ki se pojavi pri čezmernem zadrževanju fosforja v netopni 
obliki v prsti, se povezuje z izpiranjem le-tega z meteorno vodo v površinske vode, kjer 
povzroča tako imenovan proces evtrofikacije. Zanjo je značilna čezmerna rast rastlin in alg 
zaradi večje razpoložljivosti enega ali več omejujočih rastnih dejavnikov (Chislock et al., 
2013). Fosfor močno spodbuja rast alg in vodnih rastlin ter v čezmernih količinah ruši 
ravnovesje v vodnem okolju (Kolar et al., 1988). Evtrofikacija lahko poteka naravno zaradi 
staranja jezer in sedimentacije, lahko pa poteka umetno zaradi izpiranja netopnih oblik 
fosforja iz kmetijskih površin v vodne ekosisteme (Chislock et al., 2013).  
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1.7 Escherichia coli  
E. coli je gibljiva ali negibljiva gram negativna paličasta bakterija (Strgar, 2002) in spada v 
družino enterobakterij (Modic, 2018.). Glukozo in ogljikove hidrate razgrajuje do kisline in 
plina, hkrati pa zelo dobro raste v prisotnosti žolčnih soli (Jeršek, 2017). Najdemo jo v 
črevesju vretenčarjev, lahko pa se pojavlja tudi v vodi in živilih, kjer je indikator fekalne 
onesnaženosti (Strgar, 2002; Ram et al., 2008). Večina sevov E. coli je nepatogenih. Nekaj 
sevov bakterije E. coli pa je močno patogenih in lahko povzročajo driske, okužbe sečil, 
bruhanje, povišano telesno temperaturo in hude bolečine v trebušni votlini (CDC, 2018). 
Optimalni pogoji za razmnoževanje E. coli so pri temperaturi 37 °C in pH 7. E. coli uvrščamo 
med fakultativne anaerobe, kar pomeni, da za rast in razmnoževanje ne potrebuje kisika, a 
hkrati v prisotnosti le-tega raste bolje (Modic, 2018). Njihova odsotnost v vzorcu še ne 
pomeni, da živilo ne vsebuje patogenih črevesnih bakterij. Kadar je njihova prisotnost v 
živilih dokazana, to nakazuje na nizko higiensko raven v živilskih obratih (Jeršek, 2017).  
E. coli povzroča črevesne okužbe, še posebej tiste, ki spadajo v skupino enteropatogenih, 
enterotoskigenih, enteroinvazivnih, enteroagregativnih, difuzno adherentnih in 
verotksigenih bakterij E. coli oziroma drugače povedano, gre za enterohemoragične E. coli 
(EHEC) (NIJZ, 2011; Park et al., 2018). E. coli lahko izloča toksine, ki poškodujejo črevesno 
sluznico ter tudi ostale organe. Ima nizko infektivno dozo, kar pomeni, da je za okužbo 
organizma potrebno že majhno število bakterij, od 50 do 70 bakterijskih celic navadno 
zadostuje za pojav simptomov. Inkubacijska doba traja od 4 do 8 dni. Klinična slika je pri 
posameznikih lahko zelo različna, od blage do krvave driske, povišane temperature, bruhanja 
in bolečin v trebuhu. Najpogostejši dejavnik za prenos okužb je hrana, predvsem goveje 
meso, ki je lahko naravni vir EHEC. Ne sme pa se izključiti tudi možnost prenosa okužbe s 
kontaminirano pitno vodo, kopalno vodo in drugimi viri voda (npr. površinske vode, vode, 
namenjene namakanju polj, deževnica). V nekaterih primerih se okužba lahko prenese iz 
živali na človeka, možen je tudi prenos iz človeka na človeka. Najpogostejši prenos je po 
fekalno oralni poti.  
Ključno za preprečevanje prenosa E. coli je pravilno in natančno umivanje rok, predvsem 
po uporabi sanitarij, pred pripravo hrane in zaužitjem hrane, po previjanju dojenčka ipd. Prav 
tako je pomembno tudi varno ravnanje z živili, kar pomeni dosledno zagotavljanje hladne 
verige, preprečevanje navzkrižne kontaminacije, temeljito spiranje sadja in zelenjave s čisto 
pitno vodo, primerno hranjenje živil v hladilniku ipd. (NIJZ, 2011). 
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E. coli lahko, kadar nima dovolj dobrih pogojev za razmnoževanje, preide v nekultivabilno 
stanje ali VBNC (angl. viable but nonculturable). To je stanje, ko celice sicer preživijo, a ne 
tvorijo bakterijskih kultur. Takšne celice ni mogoče kultivirati z uporabo standardnih 
mikrobioloških testov oziroma ne rastejo na medijih, kjer bi običajno razvile kolonije 
(Wingender, Flemming, 2011). V tej obliki so bakterije še vedno žive, vendar imajo nizko 
stopnjo presnovne aktivnosti. Razlog, zakaj se bakterija spremeni v stanje VBNC, so 
predvsem neugodne okoljske razmere, med katere sodijo pomanjkanje hranil, neugodna 
temperatura, prisotnost dezinfekcijskih sredstev, strupeni kovinski ioni in podobno. 
Bakterije VBNC se ponovno aktivirajo oziroma se lahko ponovno kultivirajo, kadar se 
okoljske razmere spremenijo in spet postanejo primerne za razmnoževanje (Wingender, 
Flemming, 2011).  
1.7.1 E. coli v vodovodnem sistemu 
Bakterije E. coli so lahko tudi v vodovodnem sistemu, kamor zaidejo s kontaminiranega 
vodnega vira in kadar načrpana voda ni primerno obdelana (brez tehnoloških postopkov). 
Čeprav se podzemna voda šteje za varno, to ne izključuje tveganja za okužbo posameznikov 
s pitno vodo (Park et al., 2018).  
E. coli lahko v vodovodni sistem zaide s fekalijami (iztrebki živali, ljudi, neustrezna uporaba 
naravnih gnojil, gnojenje v bližini vodovarstvenega območja …). Njena prisotnost nakazuje 
na fekalno onesnaženost pitne vode, torej gre za kontaminacijo vira pitne vode z vodo, ki je 
bila v stiku s fekalijami (NIJZ, 2014a; Fass et al., 1996). Navadno gre za kontaminacijo ali 
na vodnem viru oziroma črpališču ali pa pride do kontaminacije na mestu distribucije pitne 
vode do potrošnika. Do kontaminacije pride lahko tudi zaradi neustreznega čiščenja 
pretočnih greznic ali neprimernega oskrbovanja le-teh (predrtje stene greznic in razlitje v 
okolje) (KOVOD, 2018). Po Pravilniku o pitni vodi (2004) so bakterije E. coli uvrščene v 
Prilogo I, del A, med mikrobiološke parametre, za katere je opredeljena tudi mejna vrednost. 
Mejna vrednost E. coli v pitni vodi znaša 0 CFU na 100 mL (Pravilnik o pitni vodi, 2004). 
Kadar se ugotovi prisotnost E. coli oziroma je presežena mejna vrednost, se neskladje rešuje 
z izpiranjem vodovodnega sistema ter z dezinfekcijo omrežja, in sicer glede na obseg 
kontaminacije (NIJZ, 2014b).  
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Na razmnoževanje E. coli v pitni vodi lahko vpliva tudi prisotnost fosforja in ne le organski 
ogljik. Visoke koncentracije fosforja v sistemu za pitno vodo vplivajo na preživetje E. coli, 
vendar je njeno preživetje odvisno tudi od drugih dejavnikov, kot so pH, temperatura, 
prisotnost dezinfekcijskega sredstva, prisotnost težkih kovin in prisotnost kisika. Kadar je 
fosfor v omejenih količinah, lahko vpliva tudi na transport hranil skozi celično membrano 
in tvorbo biofilma (Juhna et al., 2007). Juhna in sodelavci (2007) so v svoji raziskavi 
preučevali vpliv fosforja na razmnoževanje E. coli. V pilotnem sistemu so simulirali pogoje 
v vodovodnem sistemu, kjer so ohranjali polifosfat v koncentraciji 20 µg PO4/L. S študijo so 
ugotovili, da višja koncentracija fosforja v vodi poveča kultivacijo E. coli, hkrati pa so 
ugotovili, da povečana koncentracija fosforja poveča tudi tvorbo biofilma, ki služi kot 
rezervoar za E. coli v vodovodnem okolju.  
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2 NAMEN IN HIPOTEZE 
Namen raziskave je bil ugotoviti, ali obstaja povezava med izpostavljenostjo različnim 
koncentracijam fosfatov in razmnoževanjem bakterije E. coli, ter na podlagi rezultatov 
podati mnenje, ali kemično mehčanje pitne vode lahko pospešuje rast bakterij E. coli znotraj 
vodovodnega omrežja.  
2.1 Cilji 
Glavni cilji raziskave so: 
- Ugotoviti, ali dodajanje fosfatov v pitno vodo pospešuje razmnoževanje bakterij E. 
coli. 
- Ugotoviti, ali na razmnoževanje bakterij E. coli vplivajo različne koncentracije 
fosfatov. 
- Ugotoviti, ali različne vrste fosfatov različno vplivajo na razmnoževanje bakterij E. 
coli. 
2.2 Hipoteze 
Glede na cilje raziskave smo postavili naslednje hipoteze: 
• H1: Dodajanje različnih fosfatov v raztopino s kultivirano E. coli pozitivno vpliva na 
razmnoževanje bakterij. 
• H2: Višje koncentracije dodanega fosfata bodo znatneje pospešile razmnoževanje 
bakterij E. coli v primerjavi z vzorci z nižjimi koncentracijami.  




3 METODE DELA 
3.1 Uporabljeni reagenti, testni organizem, laboratorijski 
pripomočki in oprema 
Uporabljene kemikalije, reagenti in testni organizem: 
• bakterija E. coli (sev ATTC 35218); 
• natrijev fosfat(V) hidrat – Na3PO4 * 12 H2O (Sigma-Aldrich, št. 71911-250G, CAS: 
10101-89-0; 
• kalijev hidrogen fosfat(V) – KH2PO4 (Sigma-Aldrich, št. 60220), CAS: 7778-77-0; 
• komercialni pripravek za mehčanje pitne vode MICROFOS SL (TK Hrastnik, 
Slovenija); 
• amonijev heptamolibdat tetrahidrat, H24Mo7N6O24 x 4H2O (Fluka Analytica, št. 
09880), CAS: 12054-85-2; 
• žveplova(VI) kislina – H2SO4 (Merck, št. 1.00731.1000), CAS: 7664-93-9; 
• natrijev hidroksid – NaOH (Carlo Erba, št. 480507), CAS: 1310-73-2; 
• askorbinska kislina – C6H8O6 (Carlo Erba, št. 402406), CAS: 50-81-7. 
Laboratorijska oprema: 
• laboratorijska steklovina (bučke 25 mL, 50 mL, 500 mL, 1000 mL, erlenmajerice, 
epruvete, čaše različnih volumnov, petrijevke, mikrotitrske plošče), 
• avtomatske pipete Eppendorf Research,  
• vakuumski sušilnik Kambič VS-50 SC, 
• spektrofotometer Macherey-Nagel Nanocolor VIS, 
• kiveta 10 mm, 
• inkubator Memmert UNB 200, 
• analitska tehtnica Sartorius ME 614 S (± 0,1 mg), 




3.2 Merjenje koncentracije fosfatov  
Koncentracija uporabljenih fosfatov je bila izmerjena skladno s standardom SIST EN ISO 
6878:2005 Kakovost vode – Določevanje fosforja – Spektrometrijska metoda z amonijevim 
molibdatom (NH4)6Mo7O24. Metoda temelji na reakciji med reagenti in ortofofatnimi ioni v 











Slika 5: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti fosfatov. 
 
Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili vnaprej pripravljene referenčne raztopine 
fosfatov različnih koncentracij (0,2 mg/L; 0,25 mg/L; 0,5 mg/L; 0,75 mg/L; 1,0 mg/L; 1,25 
mg/L; 1,5 mg/L in 1,75 mg/L ter koncentracija 0 mg/L kot kontrola). Za analizo smo 
uporabili 20 mL standarda v skupnem volumnu 25 mL. Razklop polifosfata smo izvedli z 
žveplovo(VI) kislino v sušilniku Kambič VS-50 SC na temperaturi 110 °C 30 minut. Sledilo 
je ohlajanje vzorca in uravnava pH z NaOH (pH med 3 in 10). Vzorcem smo dodali 
askorbinsko kislino in reagent z amonijevim molibdatom (NH4)6Mo7O24. Spremembo barve 
(njena intenziteta odraža vsebnost fosfata v vzorcu) smo izmerili s pomočjo 
spektrofotometra Macherey-Nagel Nanocolour VIS pri valovni dolžini 880 nm. 
Koncentracijo fosfatov v vzorcu smo nato določili po umeritveni krivulji, ki predstavlja 
linearno odvisnost koncentracije in absorbance (Slika 5). 
 
 





















           (1) 
Legenda: 
c – koncentracija fosfata; 
A – absorbanca vzorca; 
A0 – absorbanca slepega vzorca; 
Vmax – maksimalna prostornina;  
a – naklon umeritvene krivulje;  
V – dejanska prostornina vzorca.  
3.3 Priprava založnih raztopin izbranih fosfatov za izvedbo 
poskusa 
V poskusu smo uporabili tri različne fosfate dveh nazivnih koncentracij. E. coli smo 
izpostavili natrijevemu fosfatu(V) (Na3PO4), kalijevemu hidrogen fosfatu(V) (KH2PO4) ter 
komercialnemu pripravku Microfos (gre za natrijev polifosfat (NaPO3)n).  
Z uporabo komercialnega pripravka za mehčanje vode Microfos z nazivno koncentracijo 
7 ± 0,2 % P2O5 sta bili pripravljeni dve založni raztopini z nazivno koncentracijo 1 in 10 g 
PO4/L. Osnovni založni raztopini enakih nazivnih koncentracij (1 in 10 g PO4/L) sta bili 
pripravljeni tudi z uporabo kalijevega in natrijevega fosfata. 
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3.4 Priprava bakterijske kulture in izvedba poskusa  
Za študij rastne krivulje testnega seva E. coli ATTC 35218 pri dodajanju različnih vrst in 
koncentracij fosfatov smo uporabili metodo štetja bakterijskih kolonij, ki po inkubaciji 
porastejo na trdnem gojišču (CFU/mL). Najprej smo pripravili prekonočno bakterijsko 
kulturo. Priprava prekonočne kulture je potekala tako, da smo v navadni bujon (50 mL) 
proizvajalca SIGMA ALDRICH (Španija) v aseptičnih pogojih iz trdega gojišča prenesli s 
cepilno zanko vedno primerljivo (enako) količino bakterij E. coli. Suspenzijo bujona in 
bakterijske kulture smo inkubirali 12 ur pri 37 °C (prekonočna kultura). Po 12 urah 
inkubacije smo iz prekonočne kulture odpipetirali 170 µL bakterijske suspenzije in jo 
prenesli v sterilno erlenmajerico s 50 mL mrzle vode iz vodovodnega sistema, ki smo jo 
predhodno sterilizirali. Na enak način smo pripravili 7 vzorcev vode z bakterijsko kulturo. 
V 6 vzorcev smo dodali po 0,252 mL različnih fosfatov z različnimi nazivnimi 
koncentracijami, tako da smo v posameznem vzorcu dobili koncentracijo ± 5 in ± 50 mg 
PO4/L. Preverili smo vpliv KH2PO4, Na3PO4 ter komercialni pripravek za mehčanje vode 
Microfos. V primeru kontrole smo namesto 0,252 mL založne raztopine fosfata dodali enak 
volumen (0,252 mL) sterilne destilirane vode. Iz vsake tako pripravljene erlenmajerice smo 
odpipetirali 5 mL suspenzije in prenesli v mikrotitrske plošče. Opisani postopek je 
shematsko prikazan na Sliki 6. 
Slika 6: Shematski prikaz postopka izvedbe poskusa. 
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Bakterijsko kulturo v mikrotitrskih ploščah smo inkubirali pri temperaturi 37 °C. Vpliv 
fosfatov na razmnoževanje bakterij E. coli smo ugotavljali po preteku 24, 48 in 72 ur. Vsakih 
24 ur smo iz mikrotitrske plošče odvzeli po 1 mL vzorca in ugotavljali razmnoževanje 
bakterij v vzorcu z dodanimi fosfati in brez dodanega fosfata. Uporabili smo metodo 
decimalnega razredčevanja (ISO 8199, 2005). Razredčevanje smo naredili do razredčitve 
10-7. Bakterije smo nato gojili na navadnem agarju (Sigma Aldrich, Španija) 48 ur pri 
temperaturi 37 °C. Vse analize smo naredili v dveh paralelkah. Poskuse smo štirikrat 
ponovili. Pridobljene rezultate s preštevanjem porastlih kolonij na gojiščih smo nato po 
Enačbi 2 preračunali. Rezultate smo podali kot povprečno vrednost log CFU/mL. V enačbi 
2 pomeni ∑ c seštevek vseh kolonij na števnih ploščah, n1 pomeni število petrijevk pri prvi 
razredčitvi, kjer je na gojišču bilo števno število kolonij, n2 število petrijevk pri drugi 
razredčitvi in d pomeni prvo razredčitev, kjer so bile kolonije števne.  
Število preštetih kolonij =
∑ c (CFU)
(n1+0,1×n2)×d
 [𝐶𝐹𝑈/𝑚𝐿] (2) 
Pri izračunu števila bakterijskih celic smo upoštevali prvo in drugo razredčitev, pri kateri so 
bile bakterijske celice v petrijevki števne. Preračunan rezultat smo nato z desetiškim 




4.1 Analiza vsebnosti fosfatov v testnih raztopinah 
Dejanske koncentracije izbranih fosfatnih pripravkov, natrijevega fosfata(V), kalijevega 
hidrogen fosfata(V) in komercialnega pripravka Microfosa smo pridobili s pomočjo 
umeritvene krivulje, prikazane na Slika 5. Pripraviti smo želeli nazivne koncentracije 5 in 
50 mg PO4/L. Ob upoštevanju postopka priprave vzorcev (50 mL avtoklavirane mrzle 
vodovodne vode, 170 µL bakterijske kulture in 0,252 mL založne raztopine fosfata) smo 
enake volumne pripravili za meritev dejanske koncentracije fosfatov v posameznem vzorcu. 
Vrednosti fosfatov, uporabljene v eksperimentu, so prikazane v Tabeli 1.  
























mg PO4/L 4,9 48,2 4,3 46,7 4,8 36,2 




4.2 Vpliv koncentracije in vrste fosfatov na rast bakterije E. coli 
Slika 7 prikazuje rastne krivulje bakterije E. coli, izpostavljene trem različnim fosfatnim 
pripravkom v dveh različnih koncentracijah. Rdeča krivulja predstavlja rastno krivuljo, kjer 
fosfata nismo dodali (kontrola). Izhodiščna vrednost porastlih kolonij bakterije E. coli v času 
t0 se pri posameznih koncentracijah bistveno ne razlikuje, maksimalna razlika med najvišjo 
in najnižjo izmerjeno koncentracijo bakterij znaša 0,24 log CFU/mL. V primeru natrijevega 
fosfata(V) pri koncentraciji 4,9 mg PO4/L je število poraslih bakterij za 0,14 log CFU/mL 
nižje primerjalno s kontrolnim vzorcem, v primeru Microfosa pri koncentraciji 36,2 
mg PO4/L pa je število poraslih bakterij za 0,1 log CFU/mL višje primerjalno s kontrolo.  
Po 24 urah izpostavljenosti ni bilo opaziti bistvenih razlik v porastu bakterij v primerjavi s 
kontrolnim vzorcem pri kalijevem fosfatu(V) s koncentracijo 4,3 mg PO4/L in pri Microfosu 
v koncentraciji 36,2 mg PO4/L. V primeru ostalih vzorcev pa je razlika med poraslimi 
bakterijami v vzorcih z dodanim fosfatom primerjalno s kontrolo opazna, najvišja razlika 
znaša 0,36 log CFU/mL v primeru natrijevega fosfata(V) s koncentracijo 48,2 mg PO4/L.  
Tudi po 48 urah inkubacije se E. coli na dodatek fosfatnih pripravkov različnih koncentracij 
odzove različno. Razlika med kontrolnim vzorcem in natrijevim fosfatom(V) s koncentracijo 
48,2 mg PO4/L je izstopajoča in znaša 0,41 log CFU/mL, sledi kalijev fosfat(V) 
koncentracije 46,7 mg PO4/L z razliko 0,32 log CFU/mL v primerjavi s kontrolo. Izstopajoča 
razlika je tudi med kontrolo in Microfosom koncentracije 36,2 mg PO4/L, kjer razlika med 
rastnima krivulja znaša 0,26 log CFU/mL.  
Po 72 urah inkubacije je izstopajoč rezultat pri vzorcu z dodanim kalijevim fosfatom(V) 
koncentracije 46,7 mg PO4/L, saj je razlika s kontrolo minimalna (0,09 log CFU/mL). Pri 
ostalih fosfatih je razlika med številom kolonij v kontrolnem vzorcu večja in znaša med 
0,4 log in 0,6 log CFU/mL. Največ bakterij je poraslo v primeru natrijevega fosfata(V) pri 
koncentraciji 48,2 mg PO4/L. 
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Slika 7: Rastne krivulje bakterije E. coli ATTC 35281 z dodanimi fosfati različnih vrst in 


























4.3 Vpliv Na3PO4 na rast E. coli 
Na Sliki 8 so prikazane rastne krivulje bakterije E. coli v vzorcu z dodanim natrijevim 
fosfatom(V) v koncentraciji 4,9 in 48,2 mg PO4/L in kontrolo brez dodanega fosfata. 
Izhodiščno število bakterij v času t0 se med višjo koncentracijo fosfata ter kontrole bistveno 
ne razlikuje. V primeru kontrolnega vzorca in nižje koncentracije fosfata je pri začetnem 
času zaznana razlika v začetem številu bakterij, kjer je bilo število bakterij pri kontrolnem 
vzorcu višje za 0,14 log CFU/mL.  
V prvih 24 urah inkubacije je prisotnost fosfata stimulirala rast bakterij, saj je bilo njihovo 
število ob dodanem fosfatu koncentracije 4,9 mg PO4/L večje za 0,16 log CFU/ mL, pri 
koncentraciji 48,2 mg PO4/L pa je bilo število bakterij večje za 0,36 log CFU/mL v 
primerjavi s kontrolnim vzorcem.  
Po inkubacijskem času 48 ur so se bakterije intenzivneje razmnoževale le v primeru, kjer 
smo v gojišče dodali višjo koncentracijo fosfata. V tem primeru je njihovo število večje za 
0,41 log CFU/mL. Pri nižji koncentraciji fosfata razlika v povprečnem številu porastlih 
bakterij na gojišču pri inkubacijskem času t48 znaša 0,05 log CFU/mL.  
Zaznali smo razliko med številom porastlih bakterij tudi pri 72 urah inkubacije. Število 
bakterij v vzorcu, kjer je bil prisoten fosfat, je v obeh primerih večje kot v vzorcu brez 
dodanega fosfata. Pri koncentraciji 4,9 mg PO4/L so se v bakterije intenzivneje 
razmnoževale za 0,41 log CFU/mL, medtem ko razlika med kontrolnim vzorcem in vzorcem 
z višjo koncentracijo fosfata znaša v povprečju 0,59 log CFU/mL.  
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Slika 8: Rastne krivulje bakterij E. coli ATTC 35218 z dodanim fosfatom Na3PO4 v 
koncentraciji 4,9 in 48,2 mg PO4/L ter brez dodanega fosfata. 
 
Na Sliki 8 je prikazana tudi primerjava med nižjo (4,9 mg PO4/L) in višjo (48,2 mg PO4/L) 
koncentracijo natrijevega fosfata(V). Pri začetnem opazovanem času (t0) je med vzorcema 
zaznana razlika, ki znaša 0,11 log CFU/mL, kar pomeni, da je bilo začetno število višje pri 
koncentraciji 48,2 mg PO4/L.  
Število bakterij po 24 urah inkubacije je pri višji koncentraciji natrijevega fosfata(V) večje, 
saj je porastlo število bakterij ob dodatku te koncentracije večje za 0,20 log CFU/mL od 
števila bakterij porastlih na gojišču pri nižji koncentraciji.  
Bistvena razlika med krivuljama je zaznana pri opazovanem času 48 ur, kjer je število 
bakterij E. coli večje pri višji koncentraciji dodanega fosfata. Pri tem času je razlika med 
krivuljama največja, in sicer znaša 0,35 log CFU/mL.  
Po 72 urah inkubacije je razlika med rastnima krivuljama oziroma med številom porastlih 
bakterij na gojišču nekoliko manjša in znaša 0,18 log CFU/mL. Tudi pri zadnjem 
opazovanem času je število bakterij večje pri višji koncentraciji izbranega fosfatnega 































4.4 Vpliv KH2PO4 na rast E. coli 
Naredili smo primerjavo med rastno krivuljo, kjer smo dodali KH2PO4 koncentracije 4,3 in 
46,7 mg PO4/L in kontrolo (Slika 9). Med izhodiščnim številom bakterij pri vzorcih s 
fosfatom v primerjavi z vzorcem brez dodanega fosfata so zaznane minimalne razlike, ki pri 
fosfatu z nižjo koncentracijo znašajo 0,13 log CFU/mL, pri višji koncentraciji pa je razlika 
minimalna (0,04 log CFU/mL).  
Po 24 urah je v vzorcu s koncentracijo 46,7 mg PO4/L 0,13 log CFU/mL večje število 
bakterij v primerjavi s kontrolo, kar pomeni, da dodan fosfat stimulira rast bakterij. Bistvenih 
razlik med številom bakterij pri nižji koncentraciji (4,3 mg PO4/L) ni bilo opaziti.  
Razmere so nekoliko drugačne po preteku 48 ur. Pri obeh koncentracijah je opaziti večjo 
rast bakterij v primerjavi s kontrolo. Povprečna razlika med kontrolnim vzorcem in vzorcem 
z dodatkom nižje koncentracije fosfata (4,3 mg PO4/L) znaša 0,11 log CFU/mL, pri višji 
koncentraciji (46,7 mg PO4/L) pa razlika med kontrolo in vzorcem znaša 0,32 log CFU/mL.  
Tudi po 72 urah inkubacije dodatek fosfata stimulira rast bakterij, saj je rast bila v obeh 
primerih intenzivnejša kot v primeru kontrole. Pri koncentraciji 4,3 mg PO4/L so bakterije 
porastle za 0,41 log CFU/mL v primerjavi s kontrolo. Razlika v številu porastlih bakterijskih 
kolonij pri vzorcu z dodanim 46,7 mg PO4/L in kontrolnim vzorcem znaša 
0,09 log CFU/mL.  
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Slika 9: Rastne krivulje bakterij E. coli ATTC 35218 z dodanim fosfatom KH2PO4 v 
koncentraciji 4,3 in 46,7 mg PO4/L in brez dodanega fosfata. 
 
S Slike 9 lahko razberemo tudi razlike med rastnima krivuljama kalijevega fosfata(V) obeh 
koncentracij (4,3 in 46,7 mg PO4/L). Razlika v številu porastlih bakterijski celic v izhodišču 
znaša 0,09 log CFU/mL. Sprememba med krivuljama je vidna pri času t24, kjer je število 
bakterij v vzorcu s fosfatom z višjo koncentracijo v povprečju večje za 0,13 log CFU/mL 
kot v vzorcu z nižjo koncentracijo fosfata. Tudi pri času t48 so bakterije v povprečju bolje 
rastle v gojišču, kjer smo dodali višjo koncentracijo fosfata. Razlika med krivuljama znaša 
0,21 log CFU/mL. Razmere se po 72 urah inkubacije spremenijo, število porastlih 
bakterijskih kultur je večje pri nižji koncentraciji izbranega fosfatnega pripravka, razlika 
med koncentracijama pa znaša 0,32 log CFU/mL.  
Opisali smo trend v porastu kultivabilnosti ob dodatku KH2PO4, ki pa zaradi majhnega 

































4.5 Vpliv Microfosa na rast E. coli 
Preverili smo tudi učinek komercialnega pripravka Microfos. Pripravili smo dve 
koncentraciji, in sicer 4,8 in 36,2 mg PO4/L. Na Sliki 10 so prikazane rastne krivulje bakterij 
ob dodanem Microfosu in vzorca brez dodanega fosfata (kontrola).  
Pri času 24 ur so se bakterije intenzivneje razmnoževale ob prisotnosti fosfata z nižjo 
koncentracijo, saj je na gojišču poraslo 6,6 log CFU/mL bakterijskih kolonij, kar je v 
povprečju za 0,12 log CFU/mL več kot v vzorcu brez fosfata. Za vzorec, kjer smo dodali 
višjo koncentracijo komercialnega pripravka, ni bistvenih razlik v primerjavi s kontrolnim 
vzorcem.  
Po preteklih 48 urah inkubacije je število bakterij pri vzorcu z višjo koncentracijo dodanega 
fosfata (c = 36,2 mg PO4/L) v primerjavi s kontrolo večje za 0,26 log CFU/mL. Pri nižji 
koncentraciji Micorfosa je razlika med kontrolo le 0,13 log CFU/mL.  
Pozitiven odziv bakterij je viden tudi po 72 urah inkubacije, kjer so bakterije, ki so bile 
izpostavljene Microfsu, bistveno bolje rastle kot bakterije, ki jim fosfat ni bil dodan. 
Povprečno število bakterij v vzorcu s fosfatom nižje koncentracije (4,8 mg PO4/L) v času t72 
je 6,55 log CFU/mL, kar je za 0,58 log CFU/mL več kot v kontrolnem vzorcu. Povprečna 
razlika med fosfatom višje koncentracije (36,2 mg PO4/L) in kontrolo pa znaša 0,47 





Slika 10: Rastne krivulje bakterij E. coli ATTC 35218 z dodanim pripravkom Microfos v 
koncentraciji 4,8 in 36,2 mg PO4/L in brez dodanega fosfata. 
 
Naredili smo tudi primerjavo med rastnima krivuljama bakterije E. coli, izpostavljene nižji 
(c = 4,8 mg PO4/L) in višji (c = 36,2 mg PO4/L) koncentraciji komercialnega pripravka 
Microfos. Bistvenih razlik med povprečnim številom porastlih bakterij pri začetnem 
inkubacijskem času nismo zaznali. Pri času 24 ur so bakterije v povprečju bolje rastle pri 
nižji koncentraciji (povprečna razlika med krivuljama je 0,13 log CFU/mL). Pri času 48 ur 
je obratno, saj je število porastlih bakterijskih kultur ob dodani višji koncentraciji večje za 
0,12 log CFU/mL v primerjavi s porastlimi kulturami z nižjo koncentracijo. Obratno pa je 
po času 72 ur ponovno višje število bakterij (za 0,11 log CFU/mL) zaznati pri nižji 
koncentraciji fosfata.  
Opisali smo trend v porastu kultivabilnosti ob dodatku Microfosa, ki pa zaradi majhnega 






























4.6 Primerjava rastnih krivulj med komercialnim pripravkom 
Microfosa in Na3PO4 
Na Sliki 11 je prikazana primerjava med komercialnim pripravkom Microfos (natrijev 
polifosfat) in natrijevim fosfatom(V). Iz Slike 11 je razvidno, da sta rastni krivulji Microfosa 
koncentracije 4,8 mg PO4/L in natrijevega fosfata(V) koncentracije 4,9 mg PO4/L podobni. 
Bistvena razlika je opazna le pri inkubacijskem času 72 ur, kjer je razlika med krivuljama 
0,18 log CFU/mL, kljub temu pa lahko glede na obliko krivulje zaključimo, da je odziv v 
primeru obeh fosfatov podoben. Podobno lahko razberemo za obe krivulji z višjo 
koncentracijo (48,2 in 36,2 mg PO4/L).  
Slika 11: Rastne krivulje bakterij E. coli ATTC 35218 z dodanim pripravkom Microfos v 
koncentraciji 4,8 in 36,2 mg PO4/L in natrijevega fosfata(V) koncentracije 4,9 mg in 

























Na3PO4 (4,9 mg PO4/L) Na3PO4 (48,2 mg PO4/L)
Microfos (4,8 mg PO4/L) Microfos (36,2 mg PO4/L)
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5 RAZPRAVA 
V vodovodnem sistemu so lahko prisotne različne bakterijske vrste, med katerimi je lahko 
prisotna tudi E. coli. Čeprav je E. coli prisotna v črevesnem traku, tako pri človeku in tudi 
pri toplokrvnih živalih, lahko predstavlja zdravstveno tveganje, še posebej v primeru, kadar 
gre za patogene seve, ki povzročajo zdravstvene težave (pojav krvavega iztrebka, bolečine 
v želodcu, vročina, mrzlica, bruhanje …). V vodovodni sistem lahko zaide zaradi navzkrižne 
kontaminacije, zaradi nepravilne priprave in obdelave pitne vode ter zaradi odcepitve 
bakterije z biofilma, v katerih je lahko prisotna v vodovodnem omrežju. Na ostale površine 
pa lahko preide predvsem zaradi navzkrižne kontaminacije v smislu neupoštevanja dobre 
higienske prakse. Zato smo se v svoji raziskovalni nalogi osredotočili na razmnoževanje 
omenjene bakterije, ki je indikator za fekalno kontaminacijo pitne vode v vodovodnem 
omrežju. 
Cilj raziskave je bil preveriti, kako različni fosfatni pripravki in različne koncentracije le-teh 
vplivajo na intenzivnost razmnoževanja bakterije E. coli. Bakterije E. coli smo izpostavili 
dvema koncentracijama izbranih treh različnih fosfatnih pripravkov, ki smo jih nato 
primerjali s kontrolnim vzorcem brez dodanega fosfata. Z rezultati smo želeli prikazati 
povezavo med fosfati in razmnoževanjem bakterije. Ugotovitve lahko uporabimo tudi v 
realnem vodovodnem okolju. Na podlagi rezultatov lahko predvidevamo, da bi se bakterija 
podobno kot v izvedenem in vitro poskusu s pospešeno rastjo odzvala tudi v primeru uporabe 
mehčanja pitne vode s pripravki na osnovi fosfatov.  
Rezultati kažejo pozitiven odziv bakterije E. coli na dodatek fosfatov (Slika 7). V vseh 
primerih, kjer smo dodali fosfatni pripravek, so se bakterije pozitivno odzvale na dodani 
fosfor. Število porastlih bakterijskih celic na gojišču s prisotnim fosfatnim dodatkom je od 
6,37 log CFU/mL ter do 6,84 log CFU/mL. Število bakterij v času 0 je bilo pri dodanem 
natrijevem fosfatu, koncentracije 4,9 mg PO4/L, 6,37 log CFU/mL in pri višji koncentraciji 
fosfata (48,2 mg PO4/L), 5,94 log CFU/mL. Do razlike v številu bakterij pri času 0 je 
verjetno prišlo pri prenosu prekonočne kulture v suspenzijo natrijevega fosfata in vodovodne 
vode (napaka pri pipetiranju). Trend razmnoževanja bakterij je bil v obeh koncentracijah 
podoben. Najvišje število porastlih bakterij bilo pri inkubacijskem času 24 ur, ko je bil 
bakterijam dodan natrijev fosfat koncentracije 48,2 mg PO4/L (6,84 log CFU/mL). Iz rastne 
krivulje je razvidno (Slika 8), da so bakterije v fazi intenzivne rasti (lag faza), kjer je dodatek 
fosfata predstavljal le še dodaten vir hranil za intenzivnejše razmnoževanje. Po 48 urah je 
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bilo število bakterijskih celic nekoliko manjše in upada vse do zaključka poskusa, 72 ur. 
Podoben trend smo zaznali tudi pri dodanem KH2PO4. Najvišje število porastlih bakterij na 
gojiščih je v večini dodatkov pri inkubacijskem času 24 ur, odstopa le rezultat pri dodanem 
Microfosu višje koncentracije. Zanimivo je dogajanje pri času 48 in 72 ur, kjer so se bakterije 
različno odzvale na dodane koncentracije fosfatov. V nekaterih primerih število upade, spet 
v drugih pa se razmnoževanje nadaljuje v smislu povečanja števila porastlih bakterij. Kljub 
temu pa ugotovljen pozitiven vpliv na razmnoževanje bakterije v sklopu raziskave lahko 
pripišemo dejstvu, da bakterije predhodno fosfata niso imele na voljo. Dodan vir fosfata so 
uporabile za rast in razmnoževanje. Če želimo, da pride do tega, da bakterije začno 
intenzivneje izrabljati fosfor, morajo le-te imeti dovoljšno količino ostalih nutrientov. Wen 
s sodelavci (2014) so v raziskavi ugotovili, da ob dodatku ogljika odziv bakterij ni bil 
tolikšen kot v primeru, ko so jim dodali vir fosforja. Preverjali so različne dejavnike, ki 
vplivajo na rast bakterij (med njimi je tudi fosfor). S tem so dokazali, da ni le ogljik element, 
ki spodbuja rast in razmnoževanje bakterij, temveč tudi fosfor. Do enakih zaključkov smo 
prišli tudi v sklopu svojega praktičnega dela magistrske naloge, ko smo preverjali, kako 
vpliva koncentracija fosfatov na razmnoževanje E. coli. Miettinen s sodelavci (1997) 
ugotavljajo podobno v svoji raziskavi, kjer so tudi sami potrdili pozitivno povezavo med 
dodatkom fosfata Na2HPO3 različnih koncentracij (0, 1, 2, 5 in 10 µg P/L) in rastjo 
heterotrofnih bakterij. V vzorcih po dodatku fosforja so se bakterije intenzivneje 
razmnoževale. V primerjavi s svojo raziskavo, kjer smo sicer imeli višje koncentracije 
natrijevega fosfata kot v omenjeni študiji in drugačen časovni interval opazovanja, smo kljub 
temu prišli do enakega zaključka, torej, da fosfor ima vpliv na razmnoževanje bakterij. Glede 
na to, da so Miettinen s sodelavci (1997) opazovali vpliv na skupek heterotrofnih bakterij, 
pridobljenih iz vodnih virov (površinska voda, podzemna voda, surova voda) na Finskem, v 
naši raziskavi pa je bila fosforju izpostavljena samo E. coli, njihova študija še bolje prikazuje 
problematiko fosforja kot vir hranila za bakterije. Poleg tega so preverjali tudi vpliv drugih 
hranil, kjer se rast in razmnoževanje bakterij nista povečala z izjemo dodajanja fosforja. 
Ugotovili so tudi, da višanje koncentracije fosforja vpliva tudi na povečanje števila porastlih 
kolonij, kar smo potrdili tudi s svojo raziskavo v primeru, ko smo dodali isti vir fosfata 
(natrijev fosfat). Sathasivan in Ohgaki (1997) sta v svoji študiji na vzorcih, odvzetih na 
vodovodnem omrežju v Tokiu, ugotovila, da je fosfor že v koncentraciji 0,3 mg P/L (dodan 
je bil KH2PO4) pozitivno vplival na razmnoževanje mikroorganizmov, kar smo ugotovili 
tudi v svoji raziskavi, kjer smo uporabili enak fosfat.  
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Lethola in sodelavci (2004a) so v svoji raziskavi ugotovili enako, kjer so s svojim 
eksperimentalnim delom potrdili, da že majhna koncentracija fosforja lahko vpliva na porast 
mikroorganizmov v biofilmu, kadar je količina ostalih nutrientov (predvsem ogljika) 
zadostna. Tudi Park in sodelavci (2008) so preverjali vpliv fosforja na razmnoževanje 
bakterij. Njihovi rezultati prikazujejo, da ima fosfor vpliv na intenzivnejše razmnoževanje 
bakterij takrat, ko je ogljika zadosti (preverjali so tudi vsebnost TOC v odvzetih vzorcih 
vode). Sicer v sklopu svoje raziskave nismo preverjali koncentracije TOC oziroma vsebnosti 
ogljika, vendar glede na Liebigov zakon minimuma predvidevamo, da je koncentracija 
ogljika bila dovoljšna, medtem ko koncentracija fosforja ne, zato je dodatek le-tega imel 
pozitiven učinek. V sklopu magistrske naloge in pridobljenih rezultatov lahko postavljeno 
hipotezo H1 (Dodajanje različnih fosfatov v raztopine s kultivirano E. coli pozitivno vpliva 
na razmnoževanje bakterije) potrdimo. 
V raziskavi smo preverjali učinek različnih koncentracij izbranih fosfatnih pripravkov na 
razmnoževanje bakterij E. coli. Zanimiv rezultat je v primeru natrijevega fosfata(V) saj v 
tem primeru lahko rečemo, da so se bakterije ob dodatku višje koncentracije intenzivneje 
razmnoževale ves čas trajanja poskusa (po 24, 48 in 72 urah). Pri ostalih dodanih fosfatnih 
pripravkih tega nismo dokazali. Zanimiv je rezultat pri komercialnem pripravku Microfos, 
saj je število bakterij po 24 in 72 urah inkubacije v primeru nižje koncentracije večje od 
vzorca z višjo koncentracijo. Ob dodatku KH2PO4 je število bakterij v primeru višje 
koncentracije fosfata večje po 24 in 48 urah inkubacije, po 72 urah pa njihovo število upade. 
Glede na pridobljene rezultate naše hipoteze H2 (»Višje koncentracije dodanega fosfata 
bodo znatneje pospešile razmnoževanje bakterij«) ne moremo v celoti potrditi niti zavrniti.  
V sklopu raziskovalne naloge smo želeli preveriti tudi učinek komercialnega pripravka za 
mehčanj pitne vode, Microfos (pripravek na osnovi natrijevega polifosfata). Pri obeh 
izmerjenih koncentracijah dodanega fosfatnega pripravka smo zaznali pozitiven odziv 
bakterij, kar se odraža kot večje število porastlih bakterijskih kolonij v primerjavi s 
kontrolnim vzorcem. Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko sklepamo, da uporaba 
komercialnega pripravka lahko privede do povečanja števila bakterij v vodovodnem sistemu, 
kar lahko posledično pomeni tudi zdravstveno tveganje ne le z vidika kemičnega, temveč 
tudi z vidika mikrobiološkega tveganja. Ne glede na koncentracijo mehčala tveganje za 
povečanje števila bakterij ob dodajanju fosfatov obstaja. Jereb (2019) je v svoji doktorski 
disertaciji ugotovil podobno. Preverjal je učinek istega komercialnega fosfatnega pripravka 
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na testni bakteriji Legionella pneumophila in prišel do zaključka, da omenjeni pripravek 
pozitivno vpliva na rast bakterij. Enako je predhodno ugotovila Oder (2015) v okviru 
doktorske disertacije, kjer je prav tako izpostavila bakterijo Legionella pneumophila istemu 
komercialnemu pripravku ter prišla do ugotovitve, da ima komercialni pripravek pozitiven 
učinek na razmnoževanje bakterij. Volk in sodelavci (2000) pa so v svoji raziskavi ugotovili 
nasprotno, namreč raziskava je pokazala, da dodajanje inhibitorjev korozije, ki vsebujejo 
fosfat, ne prispeva k povečanju številu mikroorganizmov v vodovodnem sistemu. Glavni 
razlog, zakaj fosfat v njihovi študiji nima vpliva, navajajo stalno prisotnost klora kot 
dezinfekcijsko sredstvo. Tako v prej omenjenih študijah (Jereb, 2019; Oder, 2015) kot tudi 
v svoji raziskavi vzorcem nismo dodajali dezinfekcijskega sredstva.  
Na podlagi pridobljenih rezultatov smo naredili tudi primerjavo med komercialnim 
pripravkom Microfos in natrijevim fosfatom(V). Primerjava obeh pripravkov in koncentracij 
ter števila porastlih bakterij je pokazala, da je število porastlih bakterijskih kolonij na gojišču 
nižje koncentracije skoraj enako, prihaja le do manjšega odstopanja po 72 urah inkubacije. 
Razlika med koncentracijama obeh pripravkov je 0,1 mg PO4/L, zato sta tudi krivulji skoraj 
identični. Zanimiv rezultat pri primerjavi nižjih koncentracij in števila preštetih porastlih 
kolonij je pri zadnjem opazovanem inkubacijskem času, kjer je število bakterij večje pri 
Microfosu, vendar je trend krivulji vseeno tudi pri tem času podoben. Pridobljeni rezultati 
in primerjava števila preštetih koloniziranih bakterij pri višjih koncentracijah obeh fosfatnih 
pripravkov je nekoliko drugačna kot pri nižji koncentraciji. Razlika med dejansko oz. 
izmerjeno koncentracijo fosforja v Microfosu in natrijevem fosfatu(V) je 12 mg PO4/L. Pri 
inkubacijskem času 24 ur so se bakterije z dodanim natrijevem fosfatom(V) intenzivneje 
razmnoževale kot pri Mirofosu in vzrok temu je lahko prav razlika med koncentracijama. 
Bakterije so pri Microfosu imele na razpolago manj fosforja, vendar so se kljub temu po 
preteklih 48 urah inkubacije približale številu porastlih bakterij v primeru dodanega 
natrijevega fosfata(V). Rezultati so pokazali tudi razliko v številu bakterij tudi pri času 
inkubacije 48 in 72 ur.  
Zadnjo hipotezo (H3: »Natrijev fosfat(V) bo imel boljši učinek na razmnoževanje bakterij 
E. coli kot kalijev fosfat(V)«) lahko v sklopu magistrske naloge delno potrdimo, saj se v 
večini inkubacijskih časov bakterije bolje odzovejo na natrijev fosfat kot na kalijev fosfat. 
Podobnih študij, kjer bi primerjali vpliv različnih koncentracij dveh različnih fosfatov s 
porastlim številom bakterij, ni. Tako pri natrijevem kot tudi kalijevem fosfatu so večinoma 
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bakterije intenzivneje rastle, kadar je bakterijam bila dodana višja koncentracija. Za 
nadaljnje boljše razumevanje, ali se bakterije E. coli bolje razmnožujejo ob prisotnosti 
natrijevega ali kalijevega fosfata, je treba narediti več ponovitev in podaljšati čas trajanja 
poskusa (odziv bakterij po preteklih 72 urah inkubacije). Naši rezultati  nakazujejo na to, da 
se bakterije intenzivneje razmnožujejo, kadar je prisoten natrijev fosfat(V), predvsem pri 
višji koncentraciji raztopine. Dejanskega odziva bakterij, v smislu intenzivnejšega 
razmnoževanja pri enem ali drugem fosfatnem pripravku, pa ne moremo natančno opredeliti, 




5.1 Omejitve študije ter možne izboljšave 
Ena izmed omejitev naše študije je izvedba praktičnega dela v kontroliranih laboratorijskih 
pogojih. Standardiziran sev E. coli (ATTC 35218) smo gojili na hranljivem gojišču z 
odsotnostjo ostalih mikroorganizmov. V vodovodnem sistemu so prisotne druge bakterijske 
vrste, ki prav tako porabljajo prisotna hranila za svoje razmnoževanje in bi s tem posledično 
z E. coli tekmovale za nutriente ter za preživetje. V našem poskusu tudi ni upoštevan vidik 
drugih zunanjih dejavnikov, ki lahko vplivajo na razmnoževanje E. coli (pH, temperatura, 
prisotnost dezinfekcijskih sredstev, turbolentnost toka v vodovodnem sistemu, zmožnost 
adhezije, sožitje z ostalimi bakterijskimi vrstami …). Treba je omeniti tudi, da je v 
vodovodnem sistemu število bakterije E. coli nadzorovano in zakonsko opredeljeno, zato je 
njeno število v realnosti precej nižje oziroma enako nič, v našem poskusu pa je vila 
uporabljena znatna koncentracija bakterij. Zanimivo bi bilo izvesti poskus tudi v 
simuliranem vodovodnem okolju, in ne le kot in vitro študijo.  
Upoštevati je treba tudi dejstvo, da smo poskuse izvajali v treh ponovitvah. Povprečne 
vrednosti po več ponovitvah bi verjetno bile nekoliko drugačne in bi lahko potrdili statistično 
značilnost razlik v kultivabilnosti bakterij brez in ob dodatku fosfatov. Poleg tega smo pri 
pregledu dobljenih rezultatov ugotovili, da so nekateri rezultati odstopali, zato smo jih pred 
obdelavo izločili. Do tega je lahko prišlo bodisi zaradi človeškega dejavnika (npr. nepravilno 
pipetiranje) ali zaradi napake pri delovanju opreme in pripomočkov. Da bi tovrstne napake 
manj vplivale na končni rezultat, bi bilo treba narediti večje število ponovitev in hkrati 
povezavo med fosfatom in povečano rastjo bakterij E. coli tudi statistično potrditi. 
Raziskavo bi lahko podaljšali, tako da bi čas inkubacije bil daljši od 72 ur. Z daljšim časom 
opazovanja bi pridobili podatke o tem ali so po 72 urah bakterije E. coli res prešle v fazo 
odmiranja, kot smo sklepali na podlagi rastnih krivulj pri večini rezultatov (razen Microfos 
nižje koncentracije).  
Navsezadnje pa je treba omeniti, da smo bakterije gojili na gojišču, kjer je lahko tudi prisotna 
majhna, vendar nezanemarljiva količina fosforja. Na rezultate lahko tudi vplivajo ostanki 
fosfatnega čistila na steklovini, ki smo jo sicer pred izvedbo poskusa spirali z destilirano 
vodo. Tudi pri metodi štetja kolonij na trdnih gojiščih lahko pri tej metodi nenatančno 




Anorganska hranila so poleg organskih hranil pomemben dejavnik, ki lahko vplivajo na 
intenziteto razmnoževanja bakterij ne le v vodovodnem sistemu, temveč tudi v drugih 
okoljih. Če smo uspešni pri regulaciji le-teh, predvsem fosforja, in ne le dušika ter ogljika, 
lahko učinkovito zmanjšamo število bakterijskih celic.  
V magistrskem delu smo preverili učinke različnih fosfatnih pripravkov na razmnoževanje 
E. coli v časovnem intervalu od 0 do 72 ur. Namen in cilj magistrskega dela je bil preveriti 
učinek različnih koncentracij natrijevega fosfata(V), Na3PO4, kalijevega hidrogen 
fosfata(V), KH2PO4 ter komercialnega pripravka Microfosa na razmnoževanje testne 
bakterije. Pomembnejši zaključki raziskave so naslednji: 
- Rezultati v okviru naše raziskave prikazujejo pozitivno povezavo med 
razmnoževanjem bakterije E. coli in dodatkom vira fosforja (potrditev hipoteze 1). 
- Pri višanju koncentracij dodanih fosfatov so bili rezultati porasta kultivabilnosti 
bakterij različni, saj je intenzivnejša rast bila zaznana le pri natrijevem fosfatu(V), 
kar pomeni, da lahko hipotezo 2 le delno potrdimo. 
- Nadaljnje je treba preveriti in bolje raziskati tudi učinke in primerjavo kalijevega 
fosfata in natrijevega fosfata, saj s pridobljenimi rezultati ne moremo trditi, da se ob 
dodatku enega izmed fosfatov bakterija E. coli intenzivneje razmnožuje (delna 
potrditev hipoteze 3).  
- Za nadaljnje preučevanje vpliva fosfatov oziroma fosforja na razmnoževanje 
bakterije E. coli je treba opraviti več paralelnih ponovitev, morda tudi povečati 
časovni interval opazovanja. 
- Učinek fosfatnih pripravkov na razmnoževanje E. coli je treba preveriti tudi v 
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